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ANTICORPS ANTI-IDIOTYPIQUES DES FACTE URS DE CROISSANCE DES FIBROBLASTES ET LEUR 
UTILISATION COMME MEDICAMENTS. 

La presente invention a pour objet I'utilisation d'anti- 
corps anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblasti- 
que 1 et/ ou d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de 
croissance fibroblastique 2, pour la preparation d'un medi- 
cament destine au traitement de pathologies impliquant des 
cellules endothelials engagees dans un processus d'an- 
giogenese, soit pour inhiber I'angiogenese, soit pour favori- 
ser I'angiogenese, sans affecter les cellules endotheliales 
quiescentes, ou pour la preparation d'un produit de diagnos- 
tic de pathologies impliquant des cellules endotheliales en- 
gagees dans un processus d'angiogenese. 
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ANTICORPS ANTI-IDIOTYPIQUES DES FACTEURS DE CROISSANCE DES 
FIBROBLASTES ET LEUR UTILISATION COMME MEDICAMENTS. 



L'invention a pour objet des anticorps anti-idiotypiques des facteurs de croissance 

5 des fibroblastes et leur utilisation comme medicaments. . 

Les facteurs de croissance des fibroblastes, ou facteurs de croissance 
fibroblastiques (FGFs, « fibroblast growth factors ») sont actuellement reconnus comme 
les acteurs majeurs de 1'homeostasie cellulaire. Le role des FGFs a ete demontre dans 
l'angiogenese, la tumorig&ifcse et les d6g6n6rescences neuronales. 

10 La diminution des FGFs provoque Fapoptose (mort programmee de la cellule), et 

leur surabondance provoque la multiplication cellulaire. 

Les facteurs de croissance des fibroblastes sont une famille de peptides de 16-30 
kDa se liant a llieparine. Des exemples des membres de la famille des FGFs sont : 
facteur de croissance des fibroblastes acides aFGF (« acidic fibroblast growth 

15 factor »)/FGF-l (Jaye et aL y Science 233: 541, 1986), facteur de croissance des 

fibroblastes basiques bFGF (« basic fibroblast growth factor »)/FGF-2 (Abraham et al, 
Science 233 : 545, 1986), int-2/FGF-3 (Smith et al, EMBO J. 7 : 1013, 1988), FGF-4 
(Delli-Bovi et aL, Cell 50:729, 1987), FGF-5 (Zhan et al., MoL Cell Biol. 8 :3487, 
1988), FGF-6 (Maries et al., Oncogene 4 : 335, 1989) ; FGF-7 (Finch et aL, Science 

20 245 :752, 1989), FGF-8 (Tanaka et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 : 8928, 1992) et 

FGF-9 (Miyamoto et aL, MoL Cell Biol. 13 :4251, 1993). 

La demande de brevet WO 90/05184 (CHIRON) decrit des compositions 
contenant des FGFs humains basiques et acides, qui sont acetyles en position amino- 
terminale. Les demandes WO 96/35708 et WO 96/35716 (HOPKINS UNIVERSITY 

25 OF MEDICINE) decrivent respectivement des homologues des facteurs de croissance 

des fibroblastes 1 et 2. 

A ce jour, au moins 18 genes codant pour des peptides de cette famille ont ete 
identifies. Quatre genes differents codent pour des tyrosine kinases transmembranaires 
identifiees comme des recepteurs des FGFs, appeles FGF-R 1 a 4. Chacun de ces genes 

30 peut generer plusieurs isoformes par 6pissage optionnel de TARN premessager. La 

structure de ces genes est conservee, e'est-a-dire que leur domaine cxtracellulaire est 
constitue de 2 ou 3 domaines de type immunoglobuline et d'un domaine intracellulaire 
doue d'activite tyrosine kinase. Ainsi, risofoime de FGF-R1 comportant les 3 domaines 
de type immunoglobuline (FGF-R1/3 boucles) lie le FGF2 et non le FGF1, alors que 
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Fisoforme FGF-R1/2 boucles lie avec la meme affinite FGF1 et FGF2. Par ailleurs, 
T utilisation de Fexon mb confere au FGF-R2 (FGF-R2b) la competence a lier le FGF1 
sans lier FGF2, alors que Futilisation de Fexon IUc lui confere la competence a lier 
FGF1 et FGF2 (Revue Bikfalvi A. Klein S., Pintucci G., Rifkin DM., Endocrine 
5 reviews, 1997, 18, 26-45). 

Or un facteur de croissance peut induire de nombreux effets differents par 
exemple la proliferation ou la survie, selon qu'il se lie a Tun on a Fautre de ses 
recepteurs. L'immunoneutralisation peut done avoir des effets benefiques en inhibant la 
proliferation, mais aussi des effets indesirables en diminuant la survie. 
10 L'analyse des fonctions in vivo resultant de F activation de Fun quelconque des 

recepteurs de facteurs de croissance se liant a Theparine, tels que les FGFs, se heurte a 
deux ecueils majeurs. 

D'une part, la combinaison des interactions entre ligands (tels que les FGFs) et 
recepteurs est fort complexe, car un facteur de croissance peut se lier a plusieurs 
15 recepteurs et de meme, plusieurs facteurs de croissance peuvent se lier a un meme 

recepteur. Ainsi, les produits des 1 8 genes codant pour les FGFs disposent des produits 
des 4 genes codant pour des recepteurs des FGFs. 

D'autre part, leur forte affinite pour les glycosaminoglycanes fait que les facteurs 
de croissance tels que FGF sont sequestres dans les matrices extracellulaire et ne sont 
20 retrouves qu'au voisinage immediat de leur lieu de synthese, ce qui rend difficile 

Tapprehension de leur role in vivo. 

A ce jour, il n'existe pas d'autres ligands que les FGFs pour chacune des isoformes 
des recepteurs des FGFs. Etant donn6 leur sequestration dans les matrices 
extracellulaires, Futilisation des FGFs ne permet pas de distinguer in vivo la fonction de 
25 chacune de ces isoformes, et done leur role reel en physiopathologie. 

L'un des buts de Pinvention est de proposer Futilisation d'anticqrps anti- 
idiotypiques de facteurs de croissance a affinite pour Theparine, permettant de cibler 
specifiquement sur Tun ou l'autre de leurs recepteurs, un nouveau type d'agonistes 
circulants. 

30 L'un des autres aspects de Finvention est de fournir des antagonistes de recepteurs 

de facteurs de croissance ayant une specificite appropriee et une longue duree de demi- 
vie. 
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L'un des autres buts de l'invention est de fournir des images internes des domaines 
de liaison des FGFs a leurs recepteurs, qui du fait de leur structure immunoglobulinique 
sont circulants. 

Plus particulierement, l'un des buts de l'invention est de foumir des images 
internes des domaines de liaison du FGF1 a FGF-R2b, et du FGF2 a FGF-R1, qui du 
fait de leur structure immunoglobulinique sont circulants. 

L'un des autres buts de rinvention est de proposer l'utilisation d'anticorps anti- 
idiotypiques pour stimuler ou inhiber 1'activite des recepteurs du FGF1 et/ou des 
recepteurs du FGF2, ou de proposer des vecteurs de medicaments d'interet par 
l'intermediaire des recepteurs du FGF1 et/ou du FGF2. 

La presente invention concerne l'utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du 
facteur de croissance fibroblastique 1 et/ou d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de 
croissance fibroblastique 2, pour la preparation d'un medicament destin6 au traitement 
de pathologies impliquant des cellules endotheliales engagees dans un processus 
d'angiogen£se, soit pour inhiber l'angiogenese, soit pour favoriser l'angiogenese, sans 
affecter les cellules endotheliales quiescentes, ou pour la preparation d'un produit de 
diagnostic de pathologies impliquant des cellules endotheliales engagees dans un 
processus d'angiogenfcse. 

L'expression "cellules endotheliales engagdes dans un processus d'angiogenese" 
signifie cellules endotheliales migrant a travers la lame basale et se multipliant. 

Pour determiner si des cellules sont engagees dans un processus d'angiogenese, on 
peut avoir recours a rimmunomarquage a l'aide d'anticorps diriges contrc rintegrine P3 
(Brooks et al., Cell, 1994, 79: 1 157-1 164) ou le VEGF-R2 (Ortega N. et al 9 American 
Journal of Pathology, Vol. 151, 1215-1224, 1997). 

L'expression "cellules endotheliales quiescentes" signifie cellules endotheliales 
des vaisseaux adultes normaux, non angiogeniques. 

L'invention concerne l'utilisation d^anticorps anti-idiotypiques du facteur de 
croissance fibroblastique 1 et/ou d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance 
fibroblastique 2, pour la preparation d'un medicament destine au traitement de 
pathologies impliquant les cellules endotheliales angiogeniques, par stimulation 
selective respective du recepteur FGFR2b et FGF-R1 . 

L'expression « cellules endotheliales angiogeniques » designe les cellules 
impliquees dans un processus d'angiogenese. 
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Selon un mode de realisation avantageux, Finvention concerne Tutilisation 
d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 1 et/ou d'anticorps 
anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 2, pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement de pathologies impliquant des cellules endotheliales 
5 engagees dans un processus d'angiogenese, pour inhiber l'angiogenese, sans affecter les 

cellules endotheliales quiescentes, lequel anticorps anti-idiotypique est couple a une 
toxine dont la fonction est de bloquer la traduction des proteines, ladite toxine etant 
notamment choisie parmi la saporine, la ricine ou bien un element radioactif tel que 
Tiode 125 ou 1 3 1, ou lequel anticorps anti-idiotypique est sous forme de fragment Fab. 

10 Selon un autre mode de realisation avantageux, Finvention concerne Futilisation 

d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 1 et/ou d'anticorps 
anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 2, pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement de pathologies impliquant des cellules endotheliales 
engagees dans un processus d'angiogenese pour favoriser l'angiogenese, sans affecter 

15 les cellules endotheliales quiescentes. 

Ainsi, on pourra notamment citer, selon Finvention, Futilisation d'anticorps anti- 
idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 1 ou d'anticorps anti-idiotypiques 
du facteur de croissance fibroblastique 2 pour la preparation d'un medicament destine 
a : 

20 - favoriser l'angiogenese physiologique pour augmenter la vitesse de la formation 

des vaisseaux sanguins au cours de la cicatrisation, de la maturation du corps jaune de 
1'ovaire, et/ou 

- favoriser l'angiogenese au cours de pathologies obstructives des vaisseaux afin 
de reperfuser des territoires ischemics lors de trombose vasculaire comme notamment 

25 dans Farterite des membres inferieurs et Finfarctus du myocardc, et/ou 

- stimuler selectivement Factivite des recepteurs du FGF1 et/ou du FGF2 dans des 
pathologies oil lesdits recepteurs sont fonctionnellement deficients, et/ou 

- inhiber selectivement Factivite des recepteurs du .FGFl et/ou du FGF2 a Faide 
de fragments Fab ou d'anticorps anti-idiotypiques bloquants, et/ou 

30 - retarder ou arreter le processus de degeneresence des photorecepteurs de la 

neuroretine observe au cours des retinites pigmentaires genetiques ou acquises lors des 
surdosages de medicaments inhibant la phosphodiesterase dependant du GMP-cyclique, 
et/ou 



BNSDOCID: <FR 2796073A1J > 




2726073 

5 

- stimuler la phagocytose des segments externes des batonnets par les cellules 
epitheliales pigmentees de la retine comme traitement de certaines retinopathies 
pigmentaires ct des formes seches dc la degenerescence maculaire liee a 1'age. 

De meme, on pourra citer, selon Finvention, F utilisation d f anticorps anti- 
5 idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 1 et/ou d'anticorps anti-idiotypiques 

du facteur de croissance fibroblastique 2, associes a une toxine ou de fragment Fab 
d'anticorps anti-idiotypique, pour la preparation d'un medicament destine au traitement 
de pathologies necessitant Tinhibition de Tangiogenese telles que cancer, retinopathies 
diabetiques et le rejet de greffes de comee. 
10 Selon un mode de realisation avantageux, Finvention conceme un anticorps anti- 

idiotypique, notamment monoclonal, et notamment humanise, du facteur de croissance 
fibroblastique 1, caracterise en ce qu'il est respectivement un ligand du recepteur 
humain FGFR2b. 

Plus particulierement, Finvention concerne un anticorps anti-idiotypique, 
15 notamment monoclonal, et notamment humanise, du facteur de croissance 

fibroblastique 1, caracterise en ce qu'il presente les proprietes suivantes : 

- il est specifique vis-a-vis du recepteur FGF-R2b, 

- il est circulant, 

- il presente une duree de demi-vie d'environ 23 jours, notamment d'environ 21 
20 jours, et en particulier de 22,5 jours, 

- il induit la phosphorylation sur une tyrosine d'une proteine de 140 kDa, 

- il induit la proliferation des cellules endotheliales vasculaires, 

- il stimule Tangiog6nese, 

- il ne provoque pas d'hypotension arterielle. 

25 Selon un autre mode de realisation avantageux, Finvention concerne un anticorps 

anti-idiotypique, notamment monoclonal, et notamment humanise, du facteur de 
croissance fibroblastique 2, caracterise en ce qu'il est respectivement un ligand du 
recepteur humain FGF-R1. 

Plus particulierement, Finvention concerne un anticorps anti-idiotypiques du 

30 facteur de croissance fibroblastique 2, notamment monoclonal, et notamment humanise, 

caracterise en ce qu'il presente les proprietes suivantes : 

- il est specifique vis-a-vis du recepteur FGF-R1, 

- il est circulant, 
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- il presente une duree de derni-vie d'environ 23 jours, notamment d'environ 21 
jours, et en particulier de 22,5 jours, 

- il induit la phosphorylation sur unc tyrosine d'unc proteine de 140 kDa, 

- il induit la proliferation des cellules endotheliales vasculaires, 

- il stimule l'angiogenese, 

- il ne provoque pas d'hypotension arterielle. 

Les anticorps anti-idiotypiques du FGF1 de Tinvention reconnaissent le recepteur 
humain FGF-R2b, mais ne reconnaissent pas le recepteur FGF-R1. 

Les anticorps anti-idiotypes du FGF2 de Tinvention reconnaissent le recepteur 
humain FGF-R1 mais ne reconnaissent pas le recepteur FGF-R2b. 

L' expression « anticorps anti-idiotypique du facteur de croissance fibroblastique 
1, caracterisS en ce qu'il est sp£cifique vis-&-vis du recepteur FGF-R2b », signifie qu'il 
active les fonctions de FGF-R2b. 

De meme, l'expression « anticorps anti-idiotypique du facteur de croissance 
fibroblastique 2, caracterise en ce qu'il est specifique vis-a-vis du recepteur FGF-R1 », 
signifie qu'il active les fonctions de FGF-R1. 

La specificite des anticorps anti-idiotypiques de FGF1 vis-a-vis de FGF-R2b peut 
etre determinee selon le test de competition avec le FGF1 radioiode vis-a-vis de sa 
liaison a des cellules CHO transfectees avec des vecteurs d'expression eucaryote 
contenant la s6quence du recepteur FGF-R2b. 

De meme, la sp6cificite des anticorps anti-idiotypiques de FGF2 vis-a-vis de FGF- 
Rl peut etre determinee selon le test de competition avec le FGF2 radioiode vis-a-vis de 
sa liaison a des cellules CHO transfectees avec des vecteurs d* expression contenant la 
sequence du recepteur FGF-R1 . 

L'expression « anticorps anti-idiotypique circulant » signifie vehicule librement 
dans le sang circulant et non capte par les parois vasculaires. 

A la difference des anticorps anti-idiotypiques FGF1 et FGF2 de Tinvention, les 
facteurs de croissance FGF1 et FGF2 ne sont pas circulants. 

L'interet de ce que les anticorps anti-idiotypiques de Finvention soient specifiques 
et circulants, est de cibler sur les cellules endotheliales angiogeniques des drogues qui 
n'affcctcnt pas les cellules endotheliales quiescentes. 

S'agissant de la duree de demi-vie des anticorps anti-idiotypiques, elle est variable 
d'une espece a T autre. 



7 



* 

27.96073 



La duree de demi-vie des anticorps anti-idiotypiques FGF1 ou FGF2 de 
r invention, peut etre mesuree selon le test suivant : injection intraveineuse du ligand 
(FGF1 ou FGF2) radioiode, puis recueil a differents intervalles de temps de sang et 
comptage de la radioactivite. La duree de demi-vie correspond au temps necessaire pour 
5 que 50% de la radioactivite initiale ait disparu du sang circulant. 

La duree de demi-vie du FGF1 est inferieure a 2 minutes ; la duree de demi-vie du 
FGF2 est inferieure a 2 minutes. A titre indicatif, la duree de demi-vie des IgG est de 
Fordre de 23 jours. 

La proteine de 140 kDa sur laquelle les anticorps anti-idiotypiques du FGF1 de 
10 Tinvention induisent la phosphorylation d'une tyrosine est FGF-R2b. 

La proteine de 140 kDa sur laquelle les anticorps anti-idiotypiques du FGF2 de 
Tinvention induisent la phosphorylation d'une tyrosine est FGF-R1. 

Cet aspect signifie que l'activation de FGF-R2b par les anticorps anti-idiotypiques 
FGF1, peut declencher des fonctions, telles que la proliferation, la migration, la 
15 resistance a Fapoptose, necessitant la phosphorylation de FGF-R2b. 

De meme, l'activation de FGF-R1 par les anticorps anti-idiotypiques FGF2, peut 
declencher des fonctions telles que la proliferation, la migration, la resistance a 
Fapoptose, necessitant la phosphorylation de FGF-R1 . 

Cet aspect peut etre mesurc par le test de phosphorylation, destin6 a verifier que 
20 les anticorps anti-idiotypiques selon ^invention sont fonctionnels, c'est-a-dire qu'ils 

induisent la phosphorylation au niveau de r6sidus tyrosine des recepteurs de FGF, faute 
de quoi il ne peut y avoir de fonctions biologiques telles que la proliferation, la 
dissociation, Fangiogenese etc. . . 

Une methode conventionnelle de mesure de Factivite de phosphorylation du 
25 recepteur FGF, par excmple FGF-R1, consiste dans un premier temps, a incuber 

pendant 24 heures des cellules VSM en milieu sans serum, puis pendant 10 minutes en 
presence ou en Fabsence de 100 ng/ml de FGF2 ou FGF1, ou 500 jag/ml de Ig2Id Fl ou 
Ig2Id F2. Les cellules sont ensuite rincfes avec une solution de tampon phosphate 
(PBS) froid puis lysees, et le FGF-R1 est immunoprecipite a Faide d'un anticorps anti 
30 FGF-RL Le complexe est separe par electrophorese sur gel de dodecyle sulfate de 

sodium (SDS), transferrd sur une membrane de nitrocellulose, et la phosphorylation de 
FGF-R1 est revelee a Faide d'un anticorps anti-phospho tyrosine. 
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L'induction de la proliferation des cellules endothelials vasculaires signifie 
qu'elles se multiplient. Ceci peut etre determine selon le test decrit ci-apres (voir 
exemples, paragraphe 3.1 « Mitogenicite »). 

La stimulation de Fangiogenese signifie que la liaison des anticorps anti- 
5 idiotypiques FGF1 au recepteur FGF-R2b suivie de la phosphorylation sur une tyrosine 

de FGF-R2b et de la proliferation cellulaire suffisent a declencher Fangiogenese. 

De meme, la stimulation de Fangiogenese signifie que la liaison des anticorps 
anti-idiotypiques FGF2 au recepteur FGF-R1 suivie de la phosphorylation sur une 
tyrosine de FGF-R1 et de la proliferation cellulaire suffisent a declencher Fangiogenese. 
10 Ceci peut etre quantifie par le test decrit ci-apres (voir exemples, paragraphe 3.3 

« Angiogenese comeenne »). 

L'invention conceme egalement le fragment Fab des anticorps anti-idiotypiques 
FGF1 et/ou FGF2 selon l'invention. 

L'invention conceme egalement le complexe entre un anticorps anti-idiotypique 
15 selon Finvention (a savoir un anticorps anti-idiotypique du facteur de croissance 

fibroblastique FGF1 et/ou du facteur de croissance fibroblastique FGF2), et une toxine, 
en particulier choisie parmi la saporine, la ricine, ou bien un element radioactif tel que 
Tiode 125 ou 131, ou le strontium. 

L'invention a egalement pour objet un precede de preparation d'un anticorps anti- 
20 idiotypique du facteur de croissance fibroblastique 1 et/ou d'un anticorps anti- 

idiotypique du facteur de croissance fibroblastique 2 selon Finvention, caracterise en ce 
que: 

a) on injecte le facteur de croissance fibroblastique 1 (FGF1) et/ou le facteur de 
croissance fibroblastique 2 (FGF2) purifie chez un animal, notamment un lapin, 

25 b) on preleve le sang pour recuperer les immunoglobulines (Ig) purifiees 

contenant des anticorps anti-FGFl (Igl Fl) et/ou anti-FGF2 (Igl F2) specifiques, par 
exemple par chromatographic daffinite pour la proteine A puis, on purifie 
eventuellement les Igl Fl et/ou Igl F2 specifiques a partir des Ig purifiees, par exemple 
par chromatographic d'affinite pour le FGF1 et/ou FGF2, 

30 c) on injecte les susdites Ig purifiees ou les susdites Igl Fl et/ou Igl F2 

specifiques et purifiees chez Fanimal de la meme espece que celui utilise lors de 
Tinjection de FGF1 et/ou FGF2, notamment dans les ganglions poplites de lapin de 
meme allotype que celui qui a produit Igl Fl et/ou Ig2 F2, lors de Finjection de FGF1 
et/ou FGF2, 
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d) on preleve le sang pour recuperer les Ig totales, par exemple par la proteine A, 
puis pour soumettre les Ig totales a deux immunoadsorptions : 

- une immunoadsorption sur une colonne d'affinite preparee avec les Ig 
preimmunes du lapin (Ig PI) qui a servi a faire les Igl Fl et/ou Igl F2, pour eliminer les 
anticorps anti-allotypes ou isotypes, 

- une immunoadsorption sur une colonne d'affinite preparee avec des Igl Fl 
et/ou des Igl F2, pour purifier les anticorps anti-idiotypiques (Ig2Id Fl ou Ig2Id F2). 

L'etape a) d'injection du FGF1 ou du FGF2 chez un animal, notamment un lapin, 
a lieu sous la peau. 

I/expression « anticorps anti-FGFl (Igl Fl) specifiques » signifie que les 
anticorps diriges contre le FGF1 (anticorps anti-FGFl) ne reconnaissent pas le FGF2 : 
en effet, on observe moins de 5% de reaction croisee avec FGF2, ce qui signifie qu'il 
faut au moins 20 fois plus de FGF2 que de FGF1 pour neutraliser la meme quantite 
d'anticorps anti-FGFl. De meme que pour les anticorps anti-FGFl specifiques, les 
anticorps anti-FGF2 (Igl F2) specifiques ne reconnaissent pas le FGF1 : en effet, on 
observe moins de 5% de reaction croisee avec FGF1 . 

L'invention a egalement pour objet un anticorps anti-idiotypique du facteur de 
croissance fibroblastique 1 et/ou du facteur de croissance fibroblastique 2, susceptible 
d'etre obtenu selon le precede suivant : 

a) on injecte le facteur de croissance fibroblastique 1 (FGF1) et/ou le facteur de 
croissance fibroblastique 2 (FGF2) purifie chez un animal, notamment un lapin, 

b) on preleve le sang pour r6cuperer les immunoglobulines (Ig) purifiees 
contenant des anticorps anti-FGFl (Igl Fl) et/ou anti-FGF2 (Igl F2) specifiques, par 
exemple par chromatographic d'affinite pour la proteine A puis, on purifie 
eventuellement les Igl Fl et/ou Igl F2 specifiques a partir des Ig purifiees, par exemple 
par chromatographic d'affinite pour le FGF1 et/ou FGF2, 

c) on injecte les susdites Ig purifiees ou les susdites Igl Fl et/ou Igl F2 
specifiques et purifiees chez l'animal de la meme espece que celui utilise lors de 
Tinjection de FGF1 et/ou FGF2, notamment dans les ganglions poplites de lapin de 
meme allotype que celui qui a produit Igl Fl et/ou Ig2 F2, lors de Tinjection de FGF1 
et/ou FGF2, 

d) on preleve le sang pour recuperer les Ig totales, par exemple par la proteine A, 
puis pour soumettre les Ig totales a deux immunoadsorptions : 



2796073 

10 

- une immunoadsorption sur une colonne d'affinite preparee avec les Ig 
preimmunes du lapin (Ig PI) qui a servi a faire les Igl Fl et/ou Igl F2, pour eliminer les 
anticorps anti-allotypes ou isotypes, 

- une immunoadsorption sur une colonne d'affinite preparee avec des Igl Fl 
et/ou des Igl F2, pour purifier les anticorps anti-idiotypiques (Ig2Id Fl ou Ig2Id F2). 

L'invention a egalement pour objet un precede de preparation d'un anticorps 
monoclonal anti-idiotypique de FGF1 et/ou d'un anticorps monoclonal anti-idiotypique 
de FGF2 selon Tinvention, caracterise en ce que : 

a) on injecte FGF1 et/ou FGF2 a un animal, et notamment a une souris, 

b) on recupere les splenocytes de T animal synthetisant des Igl Fl et/ou Igl F2, 

c) on fusionne les susdits splenocytes avec des cellules de myelome, 

d) on selectionne les hybridomes obtenus a Tissue de Tetape c) precedente en ce 
qu'ils synthetisent des immunoglobulines dirigees contre FGF1 et/ou FGF2, 

e) on injecte les Igl Fl et/ou Igl F2 ainsi selectionnes a Tissue de Tetape d) a un 
animal, et notamment a une souris, de meme allotype que celui ay ant produit Igl Fl 
et/ou Igl F2, 

f) on recupere les splenocytes synthetisant des Ig2Id Fl et/ou Ig2Id F2, 

g) on fusionne les cellules de la rate (splenocytes) avec des cellules de myelome, 

h) on selectionne les hybridomes obtenus a Tissue de T6tape g) pr6c6dente en ce 
qu'ils synthetisent des Ig2Id Fl diriges contre Igl Fl et/ou des Ig2Id F2 diriges contre 
Igl F2, 

i) on r6cupfcre lesdits Ig2Id Fl et/ou des Ig2Id F2. 

Selon \m mode de realisation avantageux du precede de preparation decrit ci- 
dessus, d'un anticorps monoclonal anti-idiotypique de FGF1 et/ou d'un anticorps 
monoclonal anti-idiotypique de FGF2, les modalites de Tetape a) consistent a injecter a 
une souris, dans un premier temps, 3 fois par voie sous cutanee a 15 jours d'intervalle, 
puis une quatrieme fois par voie intraperitoneale ou intraveineuse, le facteur de 
croissance fibroblastique 1 et/ou le facteur de croissance fibroblastique 2, en une 
quantite variant de 5 a 50 jag de FGF1 et/ou FGF2. 

Apres Tetape a) d'injection, on preleve la rate de la souris pour recuperer les 
splenocytes synthetisant des IglFl et/ou des Igl F2. Lors du prelevement de la rate, on 
fusionne les splenocytes totaux avec des cellules du myelome. Les cellules hybrides en 
resultant se multiplient et Ton trie ensuite celles qui secretent Tanticorps d'int6ret. Les 
splenocytes non fusionnes meurent en 8 jours. 
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L'etape i) de recuperation des anticorps anti-idiotypiques selon Tinvention 
consiste plus particulierement a : 

- selectionner les anticorps anti-idiotypiques FGF1 par leur capacite d' inhiber la 
liaison de FGF1 iode au recepteur FGF-R2b et de pas inhiber la liaison de FGF1 iode au 
recepteur FGF-R1 , 

- selectionner les anticorps anti-idiotypiques FGF2 par leur capacite d'inhiber la 
liaison de FGF2 iode au recepteur FGF-R1 et de pas inhiber la liaison de FGF2 iode au 



Pour preparer les fragments Fab des anticorps anti-idiotypiques FGF1 et/ou FGF2 
de Tinvention, on peut proceder tel que decrit dans le manuel intitule « Antibodies, a 
laboratory manual, 628-629, Harlow and David Lane Editeurs, Cold Spring Harbor 
Laboratory, 1998 ». 

L'invention est egalement relative a des compositions pharmaceutiques 
caracterisees en ce qu'elles comprennent a titre de substance active au moins uri 
anticorps anti-idiotypique FGF1 et/ou FGF2 selon Tinvention, ou au moins le fragment 
Fab selon Tinvention ou au moins le complexe selon Tinvention, en association avec un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

Les abreviations utilisees ci-dessus, ainsi que dans les exemples et les figures ci- 
dessous ont les significations suivantes : 

PBS : phosphate buffer saline. 

Ig : immunoglobulines 

IgG : immunoglobulines G 

Ig PI : immunoglobulines de lapin purifiees par proteine A-sepharose a partir de 
sang preleve avant Timmunisation par FGF1 et/ou FGF2. 

Igl Fl : immunoglobulines de lapin 1 purifiees par proteine A-sepharose a partir 
de sang preleve apres immunisation par le FGF1, (anticorps diriges contre FGF1). 

Igl F2 : immunoglobulines de lapin 1 purifiees par proteine A-sepharose a partir 
de sang preleve apres immunisation par le FGF2, (anticorps diriges contre FGF2). 

Ig2Id Fl : immunoglobulines de lapin 2 purifiees par proteine A-sepharose a 
partir de sang preleve apres Timmunisation par le Igl Fl, (anticorps anti-idiotypiques de 
FGF1). 

Ig2Id F2 : immunoglobulines de lapin 2 purifiees par proteine A-sepharose a 
partir de sang preleve apres Timmunisation par le Igl F2 (anticorps anti-idiotypiques de 
FGF2). 



recepteur FGF-R2b. 
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FGF-Rs : recepteurs des FGF, par exemple FGF-R1 et FGF-R2b. 
Selon un mode de realisation avantageux, F invention concerne F utilisation 
d'anticorps anti-idiotypiques de FGF1 pour : 

- stimuler Factivite des recepteurs du FGF1, 

- inhiber Factivite des recepteurs du FGF1 par des anticorps bloquants ou des 
fragments Fab, 

- coupler Ig2Id Fl a des medicaments ou genes d'interet afin de les vectoriser sur 
des cellules exprimant les recepteurs du FGF1 et stimuler Factivite de ces recepteurs, 

■ - coupler Ig2Id Fl a des medicaments, toxines ou genes d'intSret afin de les 
vectoriser sur des cellules exprimant les recepteurs du FGF1 et les detruire, 

- coupler Ig2Id Fl a des traceurs radioactifs afin de les vectoriser sur des cellules 
exprimant les recepteurs du FGF1 et les visualiser dans tout syst£me d'imagerie 
medicale. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, Finvention concerne Futilisation 
d' anticorps anti-idiotypiques de FGF2 pour : 

- stimuler l'activite des recepteurs du FGF2, 

- inhiber Factivite des recepteurs du FGF2 par des anticorps bloquants ou des 
fragments Fab, 

- coupler Ig2Id F2 a des medicaments ou genes d'interet afin de les vectoriser sur 
des cellules exprimant les recepteurs du FGF2 et stimuler Factivite de ces recepteurs, 

- coupler Ig2Id F2 a des medicaments, toxines ou genes d'interet afin de les 
vectoriser sur des cellules exprimant les recepteurs du FGF2 et les detruire, 

- coupler Ig2Id F2 a des traceurs radioactifs afin de les vectoriser sur des cellules 
exprimant les recepteurs du FGF2 et les visualiser dans tout systeme d'imagerie 
medicale. 

DESCRIPTION DES FIGURES 

Les Figures 1A et IB represented la specificite des anticorps anti-idiotypiques 
Ig2Id Fl et Ig2Id F2 pour les recepteurs FGF-Rs. 

Plus particulierement, la figure 1A represente la specificite des anticorps anti- 
idiotypiques Ig21d Fl et Ig2Id F2 pour le recepteur FGF-R1/2 boucles, et la figure IB 
represente la specificite des anticorps anti-idiotypiques Ig2Id Fl et Ig2Id F2 pour le 
rdcepteur FGF-R1/3 boucles. 
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L'axe des abscisses des figures 1A et IB represente la concentration de 
modulateurs, a savoir la concentration de FGF1, FGF2, Ig2Id Fl et Ig2Id F2, exprimee 
en nM. 

L'axe des ordonnees de la figure 1 A represente la liaison de FGF2 iode sur FGF- 
Rl/2 boucles (exprimee en %) et, celui de la figure IB represente la liaison de FGF2 
iode sur FGF-R1/3 boucles (exprimee en %). 

Des cellules CHO pgsA-745 transferees avec FGF-Rl/2boucIes ou FGF-R1/3 
boucles sont inoculees avec les concentrations desirees de FGF1, FGF2, Ig2Id Fl et 
Ig2Id F2, et 2 ng/ml de FGF2 radioiode pendant 3 h a 4°C. Les puits sont ensuite rinces, 
le tapis cellulaire est ensuite lyse avec NaOH 0.2 M comme decrit ci-dessous. 

Dans la figure 1A ainsi que dans la figure IB, la courbe comportant le losange 
noir ( ♦ ) correspond a FGF2, la courbe comportant le triangle noir ( ^ ) correspond k 
Ig2Id Fl, et la courbe comportant le carre noir ( ■ ) correspond a Ig2Id F2. 

La Figure 2 represente la proliferation des cellules musculaires lisses d'aorte 
(VSM), et plus particulierement, Taction proliferative des anti corps anti-idiotypiques 
Ig2Id Fl et Ig2Id F2 sur lesdites cellules. 

L'axe des abscisses de la figure 2 represente la concentration de modulateurs, a 
savoir la concentration de FGF1, FGF2, Ig2Id Fl et Ig2Id F2 ; la concentration de 
FGF1, FGF2, Ig2Id Fl et Ig2Id F2 etant exprimee en nM. 

L'axe des ordonnees de la figure 2 represente le nombre de cellules VSM par 
puits (X 10" 3 ). 

La courbe comportant le losange noir ( ♦ ) correspond a FGF2, la courbe 
comportant le carre noir ( ■ ) correspond a Ig2Id Fl, et la courbe comportant le triangle 
noir ( ^ ) correspond a Ig2Id F2. 

Les cellules VSM sont ensemencees a faible densite (5000 cellules/puits) dans des 
boites de 24 puits. Des doses variables de FGF2, Ig2Id Fl ou Ig2Id F2 sont ajoutees 
apres adhesion des cellules au plastique de culture. Chaque condition est etudiee dans 
deux puits differents. Les cellules sont trypsinisees et comptces au quatri erne jour. 
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La Figure 3 represente Tinhibition de Taction mitogenique des Ig2Id (anticorps 
anti-idiotypiques FGF1 et/ou FGF2) par les anticorps Igl Fl et Igl F2 sur les cellules 
VSM. 

Les histogrammes gris (voir celui du cote gauche) correspondent a T absence 
5 d 'anticorps, les histogrammes hachures (voir celui du milieu) correspondent a la 

presence d'anticoips anti-FGF2 (Igl F2) et, les histogrammes noirs avec des points 
blancs (voir celui de droite) correspondent a la presence d'anticorps anti-FGFl (Igl Fl). 

L'axe des abscisses represente respectivement, de gauche a droite : la mise en 
presence du controle ou des Igl Fl ou des Igl F2 respectivement avec le controle, avec 
1 0 FGF2, avec Ig2Id F2, avec FGF1 , avec Ig2Id Fl . 

L'axe des ordonnees de la figure 3 represente le nombre de cellules VSM par 
puits (XI 0" 3 ). 

Les cellules VSM sont ensemencees a faible densite (5000 cellules/puits) dans des 
boites de 24 puits. 5 ng/ml de FGF1 ou FGF2 ou, 20 ng/ml de Ig2Id Fl ou Ig2Id F2 
15 sont ajoutees apres T adhesion des cellules au plastique de culture en presence ou 

absence de 50 jag/ml de Igl Fl ou Igl F2. Chaque condition est etudiee dans deux puits 
differents. Les cellules sont trypsinisees et comptees au quatrierne jour. 

Les Figures 4A et 4B reprdsentent respectivement la proliferation des cellules 
20 NBT-II et NBT-H/Rl, et plus particulidrement, Taction proliferative des anticorps anti- 

idiotypiques Ig2Id Fl et Ig2Id F2 sur lesdites cellules. 

L'axe des abscisses des figures 4A et AB represente la concentration de 
modulateurs, a savoir la concentration de FGF1, FGF2, Ig2Id Fl et Ig2Id F2, exprimee 
en ng/ml. 

25 L'axe des ordonn6es des figures 4A et 4B represente le nombre de cellules par 

puits (X 10* 3 ). 

La courbe comportant le losange noir ( ♦ ) dans les figures 4A et 4B correspond a 
FGF1, et courbe comportant le carr6 noir ( ■ ) dans les figures 4A et 4B correspond a 
Ig2IdFl. 

30 La courbe comportant le triangle noir ( * ) de la figure 4B correspond a FGF2, et 

la courbe comportant la croix de la figure 4B correspond a Ig2Id F2. 

Les cellules NBT-II ou NBT-II/R1 sont ensemencees a 5000 cellules/puits dans 
des boites de 24 puits. Des doses variables de FGF1, FGF2, Ig2Id Fl ou Ig2Id F2 sont 
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ajoutees apres adhesion des cellules au plastique de culture. Chaque condition est 
etudiee dans deux puits differents. Les cellules sont trypsinisees et comptees au 
quatrieme jour. 

La Figure 5 represente la dissociation des cellules NBT-II et NBT-II/R1. 

Les cellules NBT-II ou NBT-II/FGF-R1 sont ensemencees a faible densite dans 
des plaques de 12 puits (5000 cellules par puits). Le lendemain les modulateurs, a savoir 
FGF1, FGF2, Ig2Id Fl et Ig2Id F2 sont ajoutes au milieu et, au quatrieme jour les 
cellules sont observees et photogaphiees au microscope inverse a contraste de phase 
NIKON diaphot. 

La Figure 6 represente l'angiogenese corneenne. 

Les rectangles gris (a gauche) correspondent au score d'angiogenese au jour J7, et 
les rectangles hachures (a droite) correspondent au score d'angiogenese au jour J 14. 

L'axe des abscisses represente respectivement, de gauche a droite, le controle, 
FGF2, Ig2IdFl,Ig2Id F2. 

L'axe des ordonnees represente le score d'angiogenese. 

Une incision de 3 mm de long, interessant la moitie de Tepaisseur corneenne, est 
r6alisee au dome corneen, sous microscope operatoire. Le stroma corneen est clive, en 
directions diametralement oppos6es, jusqu'a 2 mm du limbe. Les implants, 
prealablement rehydrates par 2 jal de PBS contenant 30 ^ig de Ig2Id Fl et Ig2Id F2. 
Apres 14 jours, la neovascularisation est quantifiee. Chaque. modulateur a ete etudie 
dans au moins 4 globes oculaires de 4 lapins distincts (8 lenticules). Les differences de 
score d'angiogenese entre chaque condition et les lenticules controles sont evaluees par 
le test du t de Student. 

Les Figures 7A et 7B representent respectivement la croissance tumorale des 
cellules NBT-ILet NBT-II/R1 chez la souris nude. 

L'axe des abscisses des figures 7A et 7B represente le nombre de jours apres 
rimplantation chez la souris nude, et Taxe des ordonnees represente le volume tumoral 
(en mm 3 ). 

La courbe comportant le carre noir ( ■ ) correspond a Ig2Id F2, la courbe 
comportant le triangle noir ( A ) correspond a Ig2Id Fl, et celle comportant le losange 
noir ( ♦ ) correspond au controle. 
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3,5 millions de cellules NBT-II ou NBT-Et/Rl sont injectes sous la peau du flanc 
droit de 2 groupes de 30 souris nude femelles agees de 6 semaines. 4 jours plus tard, 
chacun des 2 groupes precedents est divise en 3 groupes de 10 souris par tirage au sort 
et les dimensions des eventuelles tumeurs sont mesurees a Paide d'un pied a coulisse. 
500 |ig de Ig2Id Fl ou de Ig2Id F2 dilues dans un volume final de 100 \il de tampon 
phosphate + gelatine (2mg/ml) sont injectes par voie intraveineuse au niveau des veines 
de la queue. Cette injection est rcpetee tous les 3 jours pendant 50 jours. Les mesures 
sont realisees aux memes intervalles par un operateur ignorant le traitement re?u par 
chaque groupe de souris dans chacun des 6 groupes. 

METHODES D 1 ETUDE 
EXEMPLE : 

1. Fabrication d'anticorps anti-idiotypiques de FGF1 et FGF2 
1-1 Fabrication d'anticorps pr6immuns (Ig PI). 

Avant chaque immunisation, du sang est preleve, le serum est fractionn6 
immediatement apres le recueil et 15 ml de serum sont chromatographies sur une 
colonne de proteine A (0,9 x 18 cm). La colonne est lavee par du PBS et les 
immunoglobulines sont eluees par de la glycine 0,2 M tamponnee a pH 2,5, 
immediatement neutralisees par .adjonction de 1/5 du volume de K2HP04 1 M, puis 
dialysdes contre du PBS. Les immunoglobulines (Ig PI) sont conservees a - 80 °C 
jusqu'a leur utilisation. 

1-2 Fabrication d'anticorps anti-FGFl (Ig Fl) et anti«FGF2 (Ig F2). 

100 jxg de FGF1 sont emulsionnes dans 0.25 ml d' adjuvant de Freund complet 
puis injectes chez un lapin, 4 fois a 15 jours d ! intervalle. Le sang preleve entre 3 et 7 
mois apres la premiere injection est fractionne et les Ig sont purifiees par 
chromatographie d^ffinite pour la proteine A (Igl Fl). Ces anticorps . neutralised 
Factivite du FGF1 sans inhiber celle du FGF2. 

Selon le merae protocole il a ete fabrique des anticorps neutralisants anti-FGF2 
(Igl F2) qui nc neutralisent pas 1'activite du FGF1 . 
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1-3 Fabrication d'anticorps anti-idiotypiques de FGF1 (Ig2Id Fl) et de FGF2 
(Ig2Id F2). 

Les animaux sont premediques, et 1 ml d'une solution de Bleu Evans est injectee 
dans la plante des partes arrieres ; 15 minutes plus tard les lapins sont anesthesies. Les 
creux poplites sont rases et desinfectes a la Betadine. Une incision horizontale de 2 cm, 
centree stir le creux poplitc est faite aux ciseaux, puis les espaces celluleux sont 
dilaceres. De un a trois ganglions de 2 mm de diarnetre sont reperes grace a leur 
coloration bleue et 10 ^ig d'Igl Fl melange volume a volume avec de Tadjuvant 
complet de Freund y est injecte a l'aide d'une micro-seringue de Hamilton sous un 
volume final de 100 j-il et une quantite d'anticorps primaire de 20 |j.g. La technique est 
repetee au niveau de Fautre parte. 

De quatre a cinq rappels toutes les trois semaines sont effectues de maniere 
pcrcutanee en utilisant une emulsion volume a volume de Timmunogene (IglFl ou 
IglF2) et d'adjuvant incomplet de Freund. Les prelevements sanguins de 40 ml sont 
realises toutes les trois semaines du 4*™ mois au 9 tmc mois. 

Le sang preleve entre 4 et 7 mois apres la premiere injection est puxifie comme 
decrit precedemment. Les Ig anti-idiotypes (Ig2Id Fl) sont alors piuifi6es par 
chromatographie d r affinite pour la protdine A. 

Selon le meme protocole il a 6te injecte des Igl F2 qui ont donne lieu a la 
formation d'anticorps anti-idiotypiques du FGF2 (Ig2 F2). 

Le tri et/ou la purification des anti corps anti-idiotypiques selon Finvention est 
effectue tel que decrit precedemment, en soumettant les Ig totales a deux 
immunoadsorptions (voir etape d) decrite precedemment dans le procede de preparation 
des anticoips anti-idiotypiques). 

2. Etude de la specificite des anticorps anti-idiotypiques selon Finvention. 

Des cellules CHO pgsA 745 natives ou transferees par FGF-R1/2 boucles ou 

FGF-R1/3 boucles ensemenijees a 30 000 cellules par puits de 2 cm^ sont cultivees en 
milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) contenant 10% de serum de veau 
foetal, 100 Ul/ml de penicilline et 50 p.g/ml de streptomycine. 

La liaison de FGF2 radioiode (1.10^ a 2.10^ cpm/ng) aux cellules transfectees est 
mesuree a 4 °C. Les cellules sont lavees 2 fois avec du tampon de liaison (DMEM 
contenant 20 mM Hepes (Acide N-2-hydroxyethylpiperazine-N > -2-ethane sulfonique) et 
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2 mg/ml de gelatine ajustee a un pH de 7,4). 2 ng/ml de FGF2 iode sont ajoutes avec des 
concentrations variables de FGF1 ou de FGF2 non marque ou d'Ig2Id Fl ou Ig2Id F2 
sous un volume final de 0.5 ml. 

La liaison non specifique est determinee en presence d'un exces (500 ng) de FGF2 
5 purifie. Les liaisons totales et non specifiques sont determinees en double. Apres deux 

heures, les cellules sont lavees 3 fois avec du tampon froid et lys6es avec 0.5 ml de 
NaOH 0.2 M. L'iode 125 contenu dans le materiel solubilise est compte dans un 
compteur gamma. 

10 3. Activites biologiques des anticorps anti-idiotypiques selon 1 9 invention 

3.1 Mitogenicite 

Les cellules musculaires lisses d'aorte (VSM) sont ensemencees a faible densite 
(5000 cellules/puits) dans des boites de 24 puits. Les modulateurs FGF1, FGF2, Ig2Id 
15 Fl et Ig2Id F2, sont ajoutes apres adhesion des cellules au plastique de culture, et apres 

2 jours. Chaque condition est etudiee dans deux puits differents. Les cellules sont 
trypsinisees et comptees au quatrieme jour. 

Ig2Id Fl et IG2Id F2 declenchent un effet mitogene sur les cellules VSM. 

3.2 Differenciation cellulaire 

Les cellules NBT-H ou NBT-H/FGF-Rl sont ensemencees a faible densite dans 
des plaques de 12 puits (5000 cellules par puits). Le lendemain, FGF1, FGF2, Ig2Id Fl 
et Ig2Id F2 sont ajoutes au milieu, et au quatrieme jour les cellules sont obsefvees et 
photographiees au microscope inverse a contraste de phase NIKON diaphot. 

3.3 Angiogenese corn^enne 

Les lapins pr^mediques sont anesthesies. L^il est exteriorise et immobilise a 
Taide d'une membrane de latex, porteuse en son centre d'une fente de 1 cm de long. Une 
incision de 3 mm de long, interessant la moitie de Tepaisseur du stroma corneen est 
realisee au dome corneen, sous microscope operatoire (microscope OPMI, Zeiss). Le 
stroma corneen est clive, en directions diametralement opposees, jusqu'a 2 mm du 
limbe. Les implants prealablement rehydrates par 20 jj.1 de la solution a tester sont 
inseres (FGF2 200 ng, Anticorps anti-idiotypiques ou anticorps controles 40 }^g). 
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L'apparition de neovaisseaux, naissant de la vascularisation limbique est etudiee 
en simple aveugle (sans connaissance du numero du lapin, correspondant a la substance 
etudiee) apres 7 et 14 jours sous anesthesie generate, et quantifiee en fonction d'une 
echelle a 5 niveaux ou score d'angiogenese. 

Score 0 = absence de neovaisseaux, 

Score 1 = neovaisseaux n'atteignant pas la demi distance separant V implant du 
limbe, 

Score 2 = neovaisseaux atteignant la demi distance, 

Score 3 = neovaisseaux depassant la demi distance mais n'envahissant pas 
Timplant, 

Score 4 = atteinte et envahissement de Timplant par les neovaisseaux. 

Les lapins sont ensuite sacrifies et les globes oculaires preleves et fixes dans du 
liquide de Bouin, aux fins d'analyses histologiques. 

Chaque modulateur (FGF1, FGF2, Ig2Id Fl et Ig2Id F2) a ete etudie dans au 
moins 4 globes oculaires de 4 lapins distincts (8 lenticules). Les differences de score 
d'angiogenese entre chacune des conditions testees et les lenticules controles sont 
evaluees par le test du t de Student. 

3.4 Croissance tumorale 

Croissance chez la souris nude de la lignee de carcinome vesical 

Les cellules NBT-II ct NBT-H/FGF-Rl sont decollees des plastiques de culture a 
l'aide de trypsine-EDTA, homogeneisees, centrifugees et mises en suspension dans du 
milieu de culture additionne de 10% de serum de veau foetal. 1ml correspondant a 3,5 
millions de cellules, est injecte sous la peau du flanc droit de chaque souris. La viabilite 
de la suspension est verifiee au prealable par coloration vitale au bleu trypan ; le 
colorant est exclu de plus de 99% des cellules. 2 groupes de 30 souris nude femelles 
agees de 6 semaines ont ete implantees avec des cellules NBT-II ou NBT-II/FGF-R1 . 

4 jours plus tard, chacun des 2 groupes precedents est divise en 3 groupes de 10 
souris par tirage au sort. Les dimensions des eventuelles tumeurs sont mesurees a l'aide 
d ! un pied a coulisse elcctroniquc et, les modulatcurs (FGF1, FGF2, Ig2Id Fl et Ig2Id 
F2) dans un volume final de 100 jal de tampon phosphate + gelatine (2mg/ml), sont 
injectes par voie intraveineuse au niveau des veines de la queue (Anticorps anti- 
idiotypiques FGF1 et FGF2 : 500 jxg, Anticorps non-immuns : 500 jag / injection). 
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Les injections sont repetees deux fois par semaine, les mesures sont realisees aux 
memes intervalles par un operateur ignorant le traitement re$u par chaque groupe de 
souris dans chacun des 6 groupes. 

Au terme de ces trois types d'etudes chez la souris nude, les animaux sont 
5 sacrifies. Les tumeurs et certains organes sains (rein, foie, vessie) sont preleves et 

conserves pour moitie dans du liquide de conservation (FAE : Formol 4%, Ethanol 
40%, Acide Acetique 10%, H 2 0 qsp 100%) et pour moitie sont congeles par immersion 
dans Tazote liquide apres protection par Tiso-thiopentane. 

10 4. Resultats 



4.1 Specificite des Ig2Id Fl et Ig2Id F2 pour les FGF-Rs (Figures 1A et IB) 
Les ligands naturels FGF1 et FGF2 inhibent la liaison de FGF2 iode sur FGF- 

Rl/2 boucles. L'image interne Ig2Id Fl de FGF1 inhibe la liaison de FGF2 iode aux 
15 cellules CHO transferees par FGF-R1/2 boucles alors que Timage interne Ig2IdF2 de 

FGF2 inhibe la liaison de FGF2 iode aux cellules CHO transferees soit par FGF-R1/2 
boucles soit par FGF-R1/3 boucles. 

Compte tenu d'une fraction specifique estimee a 1% des immunoglobulines 
obtenues apres purification sur proteine A, les inhibitions observees sont comparables 
20 en tenne de molarite. Le plateau est obtenu avec 10 ng/ml (0,5 nM) de FGF2 et 10 

\xg/ml (0,6 nM) de Ig2Id Fl et Ig2Id F2. 

En revanche ni FGF1 ni Ig2Id Fl n'inhibent la liaison de FGF2 iode a FGF-R1/3 
boucles. Le plateau est atteint a 3 nM de FGF2 ou Ig2Id F2. 

Ig2Id F2 est done une image interne de FGF2 et Ig2Id Fl est une image interne de 
25 FGF1. 

4.2 Proliferation cellulaire (Figures 2, 3, 4A et 4B). 

Culture primaire VSM (Figure 2) : FGF1 et FGF2 induisent une proliferation 
dose-dependante. 

30 Ig2Id Fl et Ig2Id F2 ont des effets comparables a ceux de FGF2. Les croissances 

maximales sont obtenues pour 1,2 nM. 

La preuve de la nature anti-idiotypique est apportee par Pobservation que Taction 
mitogene de Ig2Id Fl (comme FGF1) est inhibee par Igl Fl mais pas par Igl F2. En 
revanche Ig2Id F2 est inhibe par Igl F2 mais pas par Igl Fl (Figure 3). 
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Lignees NBT-II et NBT-II/FGF-R1 (Figures 4A et 4B) : ni FGF2 ni Ig2Id F2 
n'inhibent la croissance des cellules NBT-II puisque ces cellules n'expriment pas le 
recepteur FGF-R1. Bien que ces cellules expriment le recepteur FGF-R2, Ig2Id Fl 
n'inhibe pas la proliferation alors que FGF1 (0,05 nM) le fait. 
5 A Tinverse FGF1, FGF2, Ig2Id Fl et Ig2Id F2 induisent une diminution du 

nombre de cellules NBT-II/FGF-R1, correspondant a 30% des valeurs des puits 
controles. 

43 Differentiation cellulaire et effet de dissociation (Figure 5). 

10 La differentiation cellulaire est comparee dans le sens de l'acquisition d'un 

phenotype mesenchymateux sous T effet des FGFs. 

On observe que ni FGF2, ni Ig2Id F2 n'induisent la differenciation des cellules 
NBT-II puisqu'elles n'expriment pas le recepteur FGF-R1 . 

Ig2Id Fl et FGF1 induisent la dissociation des cellules NBTIL 
15 A Tinverse, FGF1, FGF2, Ig2Id Fl et Ig2Id F2 induisent une dissociation des 

cellules NBT-II/FGFR1 . 



4*4 Angiogenese corn€enne (Figure 6). 

Dans le module d' angiogenese corneenne, les immunoglobulines controles non 
20 immunes entrainent de maniere inconstante (15% des cas) une angiog6nese mineure a 

rorigine d'un score moyen de 0,4 a J15, comparable k celui obtenu en saturant les 
lenticules avec une proteine porteuse (Serum albumine bovine). 

10 pm/ implant de FGF1 et FGF2 induisent une angiogenese significative (scores 
de 2,35 et 2,05 respectivement). 
25 Ig2Id Fl et Ig2Id F2 a la dose de 4 pm/implant entrainent une angiogenese (scores 

de 1,3 et 1,85 respectivement a J15) significativement superieure a celle obtenue avec 
les immunoglobulines controles ( p<0,05). 

La cinetique d'apparition des neo-vaisseaux apparait differente de celle obtenue 
avec le ligand naturel 

30 A J7, le FGF2 atteint le seuil de significativite statistique avec 80% de Veffet 

maximal, alors que les effets induits par Ig2Id Fl et Ig2Id F2 sont a 10% et 41% des 
scores maximum. 

Ig2Id Fl et Ig2Id F2 induisent une angiogenese comme les ligands FGF1 et 

FGF2. 
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4.5 Croissance tumorale (Figure 8). 

Ni Ig2Id Fl ni Ig2Id F2 n'affectent la croissance des xenogreffes de cellules NBT- 

n. 

En revanche, si la croissance des cellules NBT-II/FGF-R1 n'est pas affectee par 
Ig2Id Fl, elle est inhibee par Ig2Id F2, ce qui reproduit Teffet inhibiteur de la 
proliferation observe in vitro apres Pinoculation de FGF2 ou de Ig2Id F2. 
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REVENDICA TIONS 



1. Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 1 
et/ou d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 2, pour la 
preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies impliquant des 
cellules endotheliales engagees dans un processus d'angiogenese, soit pour inhiber 
l'angiogenese, soit pour favoriser l'angiogenese, sans affecter les cellules endotheliales 
quiescentes, ou pour la preparation d'un produit de diagnostic de pathologies impliquant 
des cellules endotheliales engagees dans un processus d'angiogenese. 

2. Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 1 
et/ou d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 2 selon la 
revendication 1, pour la preparation d'un medicament destine au traitement de 
pathologies impliquant les cellules endotheliales angiogeniques, par stimulation 
selective respective du recepteur FGFR2b et FGF-R1 . 

3. Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 1 
et/ou d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 2 selon Time 
des revendications 1 ou 2, pour la preparation d'un medicament destine au traitement de 
pathologies impliquant des cellules endotheliales engagees dans un processus 
d'angiogenese, pour inhiber l'angiogenese, sans affecter les cellules endotheliales 
quiescentes, lequel anticorps anti-idiotypique est couple a une toxine dont la fonction 
est de bloquer la traduction des proteines, ladite toxine etant notamment choisie parmi la 
saporine, la ricine ou bien un element radioactif tel que 1'iode 125 ou 131, ou lequel 
anticorps anti-idiotypique est sous forme de fragment Fab. 

4. Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 1 
et/ou d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 2 selon l'une 
des revendications 1 ou 2, pour la preparation d'un medicament destine au traitement de 
pathologies impliquant des cellules endotheliales engagees dans un processus 
d'angiogenese pour favoriser l'angiogenese, sans affecter les cellules endotheliales 
quiescentes. 
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5. Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 1 
ou d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 2 selon Tune 
quelconque des revendications 1, 2 ou 4, pour la preparation d'un medicament destine 



- favoriser Pangiogenese physiologique pour augmenter la vitesse de la formation 
des vaisseaux sanguins au cours de la cicatrisation, de la maturation du corps jaune de 
l'ovaire, et/ou 

- favoriser 1'angiogenese au cours de pathologies obstructives des vaisseaux afin 
de reperfuser des territoires ischemics lors de trombose vasculaire, comme notamment 
dans 1'arterite des membres inferieurs et Pinfarctus du myocarde, et/ou 

- stimuler selectivement 1'activite des recepteurs du FGF1 et/ou du FGF2 dans des 
pathologies ou lesdits recepteurs sont fonctionnellement deficients, et/ou 

- inhiber selectivement 1'activite des recepteurs du FGF1 et/ou du FGF2 a 1'aide 
de fragments Fab ou d'anticorps anti-idiotypiques bloquants, et/ou 

- retarder ou arreter le processus de degeneresence des photorecepteurs de la 
neuroretine observe au cours des retinites pigmentaires genetiques ou acquises lors des 
surdosages de medicaments inhibant la phosphodiesterase dependant du GMP-cyclique, 
et/ou 

- stimuler la phagocytose des segments extemes des batonnets par les cellules 
epitheliales pigmentees de la retine comme traitement de certaines retinopathies 
pigmentaires et des formes seches de la degenerescence maculaire liee a Tage. 

6. Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 1 
et/ou d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 2 selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 3, associes a une toxine ou de fragment Fab 
d'anticorps anti-idiotypique, pour la preparation d'un medicament destine au traitement 
de pathologies necessitant 1'inhibition de Tangiogenese telles que cancer, retinopathies 
diabetiques et le rejet de greffes de cornee. 

7. Anticorps anti-idiotypique, notamment monoclonal, et notamment humanise, du 
facteur de croissance fibroblastique 1, caracterise en ce qu'il est respectivement un 
ligand du recepteur humain FGFR2b. 
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8. Anticorps anti-idiotypique, notamment monoclonal, et notamment humanise, du 
facteur de croissance fibroblastique 2, caracterise en ce qu'il est respectivement un 
ligand du recepteur humain FGF-R1 . 

9. Anticorps anti-idiotypique, notamment monoclonal, et notamment humanise, du 
facteur de croissance fibroblastique 1 selon la revendication 7, caracterise en ce qu'il 
presente les proprietes suivantes : 

- il est specifique vis-a-vis du recepteur FGF-R2b, 

- il est circulant, 

- il presente une duree de demi-vie d'environ 23 jours, notamment d'environ 21 
jours, et en particulier de 22,5 jours, 

- il induit la phosphorylation sur une tyrosine d'une proteine de 140 kDa, 

- il induit la proliferation des cellules endotheliales vasculaires, 

- il stimule Tangiogenese, 

- il ne provoque pas d'hypotension arterielle. 

10. Anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance fibroblastique 2, notamment 
monoclonal, et notamment humanise selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il 
presente les propri£t6s suivantes : 

- il est specifique vis-a-vis du recepteur FGF-R1, 

- il est circulant, 

- il presente une duree de demi-vie d'environ 23 jours, notamment d'environ 21 
jours, et en particulier de 22,5 jours, 

- il induit la phosphorylation sur une tyrosine d'une proteine de 140 kDa, 

- il induit la proliferation des cellules endotheliales vasculaires, 

- il stimule l'angiogenese, 

- il ne provoque pas d'hypotension arterielle. 

11. Fragment Fab d'un anticorps anti-idiotypique selon Tune quelconque des 
revendications 7 a 10. 

12. Complexe entre un anticorps anti-idiotypique selon Tune quelconque des 
revendications 7 a 10 et une toxine, en particulier choisie parmi la saporine, la ricine, ou 
bien un element radioactif tel que Tiode 125 ou 131, ou le strontium. 
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13. Procede de preparation d'un anticorps anti-idiotypique du facteur de croissance 
fibroblastique 1 et/ou d'un anticorps anti-idiotypique du facteur de croissance 
fibroblastique 2 selon Tune quelconque des revendications 7 a 10, caracterise en ce que: 

a) on injecte le facteur de croissance fibroblastique 1 (FGF-1) et/ou 2 (FGF-2) 
purifie chez un animal, notanunent un lapin, 

b) on preleve le sang pour recuperer les immunoglobulines Ig purifiees contenant 
des anticorps anti-FGF-1 (Igl Fl) et/ou anti-FGF-2 (Igl F2) specifiques, par exemple 
par chromatographic d'affinite pour la proteine A puis, on purifie eventuellement les Igl 
Fl et/ou Igl F2 specifiques a partir des Ig purifiees, par exemple par chromatographic 
d'affinite pour le FGF-1 et/ou FGF-2, 

c) on injecte les susdites Ig purifiees ou ies susdites Igl Fl et/ou Igl F2 
specifiques et purifiees chez Tanimal de la meme espcce que celui utilise lors de 
Tinjection de FGF-1 et/ou FGF-2, notamment dans les ganglions poplites de lapin de 
meme allotype que celui qui a produit Igl Fl et/ou Ig2 F2, lors de Tinjection de FGF-1 
et/ou FGF-2, 

d) on preleve le sang pour recuperer les Ig totales, par exemple par la proteine A, 
puis pour soumettre les Ig totales a deux immunoadsorptions : 

- une immunoadsorption sur une colonne d'affinite preparee avec les Ig 
preimmunes du lapin (Ig PI) qui a servi a faire les Igl Fl et/ou Igl F2, pour eliminer les 
anticorps anti-allotypes ou isotypes, 

- une immunoadsorption sur une colonne d'af finite preparee avec des Igl Fl 
et/ou des Igl F2, pour purifier les anticorps anti-idiotypiques (Ig2Id Fl ou Ig2Id F2). 

14. Procede de preparation d'un anticorps monoclonal anti-idiotypique de FGF1 et/ou 
d'un anticorps monoclonal anti-idiotypique de FGF-2 selon Tune quelconque des 
revendications 7 a 10, caracterise en ce que : 

a) on injecte FGF-1 et/ou FGF-2 a un animal, et notamment a une souris, 

b) on recupere les splenocytes de T animal synthetisant des Igl Fl et/ou Igl F2, 

c) on fiisionne les susdits splenocytes avec des cellules de myelome, 

d) on selectionne les hybridomes obtenus a Tissue de Tetape c) precedente en ce 
qu'ils synthetisent des immunoglobulines dirigees contre FGF-1 et/ou FGF-2, 

e) on injecte les Igl Fl et/ou Igl F2 ainsi selectionnes a Tissue de Tetape d) a un 
animal, et notamment a une souris, de meme allotype que celui ayant produit Igl Fl 
et/ou Igl F2, 
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f) on recupere les splenocytes synthetisant des Ig2Id Fl et/ou Ig2Id F2, 

g) on fusionne les cellules de la rate (splenocytes) avec des cellules de myelome, 

h) on selectionne les hybridomes obtenus a Tissue de l'etape g) precedente en ce 
qu'ils synthetisent des Ig2Id Fl diriges contre Igl Fl et/ou des Ig2Id F2 diriges contre 



i) on recupere lesdits Ig2Id Fl et/ou des Ig2Id F2. 

15, Compositions pharmaceutiques caracterisees en ce qu'elles comprennent a 
titre de substance active au moins un anticorps anti-idiotypique selon Tune quelconque 
des revendications 7 a 10, ou au moins le fragment Fab selon la revendi cation 1 1 ou au 
moins le complexe selon la revendication 12, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 



Igl F2, 
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Figure 1A 
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Figure 2 
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Figure 4A 
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Figure 4B 
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